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ACCase Acetil-CoA carboxilase 
ACP  Proteina transportadora de grupos acil 
AS  Acetoseringona 
BAP  6-benzilaminopurina 
cm  centímetros 
CN  Número de cetanos 
DAG  Diacilglicerol 
ddH2O  Água mili-Q 18MΩ 
DGAT  Glicerol-3-fosfato aciltransferase 
DNA  Ácido desoxirribonucleico 
dNTP Desoxinucleótido trifosfato, engloba dATP, dCTP, dTTP e dGTP 
E. coli  Eschericia coli 
FAD  Desaturase de ácidos gordos 
FAME  Metil esteres de ácidos gordos 
FAS  Sintetase de ácidos gordos 
g Grama 
GA3  Ácido giberélico 
GPAT  glicerol-3-fosfato aciltransferase 
h  Hora 
IAA  Ácido 3-indol acético 
J. curcas  Jatropha curcas 
KAS  β-Cetoacil-ACP sintetase 
KIN  Cinetina 
L  Litro 
LPAT  Ácido lisofosfatidico aciltransferase 
MCS  Multiple cloning site 
mg  Miligrama 
min  Minutos 
mL  Mililitro 
mM  Milimolar 
MS  Murashige e Skoog 
nm Nanómetros 
	  	   iii	  
  
O.D.  Densidade óptica 
ORF  Open Reading Frame 
PA  Ácido fosfatidico 
pb  Par de base 
FP Ponto de congelação 
PCR  Polymerase chain reaction 
rpm  Rotações por minuto 
SAD  Estereoil-ACP Desaturase 
TAG  Triglicerídeo 
TDZ  Thidiazuron 
µL  Microlitro 
V  Volt 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O Conteúdo desta tese é CONFIDENCIAL 
 
	  	   iv	  
Resumo 
 
Jatropha curcas é uma planta perene pertencente à família Euphorbiaceae, originária dos 
trópicos americanos, mas podendo atualmente pode ser encontrada nos trópicos e sub-
trópicos de África e Ásia. É caracterizada pela sua capacidade de resistência à seca, sendo 
capaz de crescer em terrenos áridos, semi-áridos e terrenos baldios. É muitas vezes 
utilizada para recuperar terrenos que outras espécies não conseguem habitar. Os frutos de 
J. curcas não são comestíveis devido à presença de curcina, uma proteína inibidora de 
ribossomas (RIP) e ésteres de forbol, diterpenóides responsáveis pela ação purgativa das 
sementes e óleos. J. curcas tem uma grande produtividade e as suas sementes contêm 
grandes quantidades de óleo, cerca de 40% do peso total das sementes. Atualmente, J. 
curcas tem ganho grande importância, devido à aplicabilidade do óleo das suas sementes 
na produção de biodiesel, fazendo desta planta uma potencial fonte de energia renovável. 
Assim, torna-se importante o estudo de J. curcas, na perspectiva do melhoramento das suas 
características e dos seus óleos, de modo a conseguir um óleo mais adequado para a 
produção de biodiesel. O objectivo deste trabalho, consistiu na definição de um protocolo de 
transformação via Agrobacterium tumefaciens, de modo a obter uma planta transgénica que 
permitisse estudos futuros no melhoramento dos óleos vegetais. Para tal, foram construídos 
vectores de transformação contendo genes de interesse e o gene repórter DsRed2. Estes 
foram utilizados nos trabalhos de transformação efectuados após desenvolvimento de um 
protocolo de regeneração in vitro de J. curcas optimizado e reprodutível. Os resultados 
obtidos mostraram a aplicabilidade do protocolo de transformação apesar de ser bastante 
moroso e trabalhoso. As principais limitações devem-se à ocorrência de contaminações em 
algumas etapas do processo e a uma baixa taxa de regeneração dos explantes 
transformados. Estes resultados poderão dever-se à elevada concentração de bactéria 
utilizada na transformação, que foi superior à utilizada em outros trabalhos. No final, o 
protocolo de transformação demorou cerca de 4 meses e a taxa de transformação foi de, 
aproximadamente, 2%. Os resultados alertam para a necessidade de uma futura 
optimização do protocolo, ficando no entanto, estabelecidas as bases para o tornar numa 
ferramenta importante no estudo das vias metabólicas de síntese dos ácidos gordos em J. 
curcas e permitir o melhoramento do óleo vegetal desta planta para biodiesel. 
 
 
Palavras Chave: Jatropha curcas, biodiesel, Agrobacterium tumefaciens, óleos vegetais, 
ácidos-gordos. 
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Abstract 
 
Jatropha curcas a perennial plant belonging to the Euphorbiaceae family, is native of tropical 
america, but is now spread in many parts of the tropics and sub-tropics in Africa and Asia. It 
is known to be a drought resistant plant, capable of growing in arid, semi-arid and 
wastelands, usually used to reclaim terrain where other species are unable to live in. 
Jatropha´s fruits are not edible due to high curcin and phorbol esters levels in its seeds and 
oil, the first is a ribosome inhibiting protein (RIP) and the last one is a diterpenoid, 
responsible for the purgative effect. J. curcas has high-seed yield and high oil content, about 
40% of the seed total weight. Nowadays, J. curcas has drawn significant attention due to the 
applicability of its oil in the production of biodiesel, which makes of it a potential source of 
renewable energy. Thus, the study and improvement of J. curcas and its oil is an important 
way of action towards the development of better raw materials for biodiesel production. 
Therefore, the main objective of this study was to apply an Agrobacterium-mediated 
transformation protocol for the production of transgenic plants that will be used for further 
studies on oil improvement. To achieve this, we used transformation vectors carrying the 
genes of interest and the reporter gene DsRed2. The protocol was applied together with an 
optimized J. curcas regeneration protocol. The results showed that the transformation 
protocol was very slow and toilsome, many contaminations were registered and the 
regeneration efficiency of the transformed explants was very low. These results may be 
related to the concentration of bacteria used, that was higher than that used in other studies. 
At the end, 2% of the total inoculated explants produced transgenic plants after 4 months. 
These results showed the need for future optimization of the protocol and, at the same time, 
sets a base for the development of an important tool in the study of the fatty acids metabolic 
pathways and for the improvement of plant oils for biodiesel. 
 
 
 
Key Words: Jatropha curcas, Biodiesel, Agrobacterium tumefaciens, vegetable oils, fatty 
acids. 
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1.Introdução 
 
1.1. Características e distribuição geográfica 
 
O género Jatropha pertence à tribo Joannesieae na família Euphorbiaceae e engloba, 
aproximadamente, 170 espécies conhecidas. O nome Jatropha deriva da palavra grega 
Jatrós, que significa doutor e Trophé, que significa comida, o que indica a sua utilização 
medicinal (A. Kumar e Sharma, 2008). A espécie Jatropha curcas foi pela primeira vez 
descrita por Lineu em 1753 de acordo com a nomenclatura binomial de “Species Plantarum”. 
É uma pequena árvore perene, originária dos trópicos americanos, cuja distribuição atual é 
bastante alargada, sendo encontrada nos trópicos e sub-trópicos de África e Ásia (Fig.1) 
(Heller, 1996). É uma planta bastante versátil do ponto de vista da disponibilidade de água e 
nutrientes presentes no solo, sendo capaz de se estabelecer em zonas com diferentes 
regimes de precipitação, que podem ir dos 200 até aos 1500 mm por ano e habitar terrenos 
considerados marginais, termo utilizado para designar terrenos muitos pobres em nutrientes 
e que do ponto de vista agrícola não podem ser utilizados para produzir plantas cultivares 
(Openshaw, 2000). Devido a esta característica, é muitas vezes utilizada na estabilização de 
solos e recuperação de terrenos incapazes de suportar vegetação mais sensível. O sistema 
radicular é profundo, o que permite armazenar mais carbono, manter a qualidade do solo e 
conservar a disponibilidade de água e nutrientes. A propagação pode ser germinativa ou 
vegetativa. No primeiro caso, no germinante, formam-se cinco raízes, uma principal e quatro 
periféricas. No caso da propagação vegetativa, não é formada a raiz principal pelo que, as 
plantas propagadas por este método, apresentam baixa longevidade e menor resistência à 
seca e a doenças, comparativamente com as plantas propagadas a partir de sementes 
(Heller, 1996). A planta é monóica e as inflorescências contêm flores unissexuais, ocorrendo 
ocasionalmente flores hermafroditas. A polinização é realizada por insectos e desta resultam 
frutos verdes triloculares. Os frutos atingem a maturação 90 dias após a floração, no entanto 
não amadurecem todos na mesma altura, sendo a apanha dos frutos realizada à mão e em 
intervalos regulares (Heller, 1996). As sementes são pretas e apresentam uma caruncula 
pequena. A semente é muito rica em óleo, sendo 40% do peso total da semente. A 
amêndoa é muito rica nutritivamente, os níveis de aminoácidos essenciais são superiores 
aos valores de referência da FAO necessários para o desenvolvimento de uma criança entre 
os 2 e os 5 anos (Makkar, Becker, Sporer, e Wink, 1997). No entanto, a grande maioria das 
sementes de J. curcas são tóxicas para o Homem e animais. A toxicidade é atribuída à 
presença da proteína curcina e de ésteres de forbol. A curcina é uma proteína inibidora de 
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ribossomas (RIP), que degrada rRNA impedindo desta forma a síntese proteica. Os ésteres 
de forbol são os responsáveis pela acção purgativa da planta e causam irritação na pele 
após exposição (King et al., 2009). Há, no entanto, uma espécie de J. curcas que não é 
tóxica, Makkar e colaboradores (1997), avaliaram a toxicidade desta espécie utilizando 
plantas com 18 origens diferentes, tendo verificado que, apenas as sementes provenientes 
do México não continham ésteres de forbol (Makkar et al., 1997). J. curcas apresenta 
crescimento rápido, atingindo a fase de floração em menos de um ano após a sua 
germinação, a produtividade máxima é obtida ao fim de cinco anos e pode viver mais de 50 
anos (Achten et al., 2008; Sirisomboon, Kitchaiya, Pholpho e Mahuttanyavanitch, 2007). 
  
 
Fig.1 Distribuição geográfica de J. curcas. Zonas sombreadas assinalam regiões onde J. curcas pode ser encontrada. (King et 
al., 2009) 
 
 
 
1.2. Importância de Jatropha curcas 
  
Jatropha curcas pode ser considerada uma planta multifuncional, uma vez que apresenta 
aplicações diversificadas. Pode ser utilizada como vedação viva, graças ao seu rápido 
crescimento e toxicidade, pois não é alvo de animais de pasto. A sua madeira pode ser 
utilizada como combustível para lareiras, não sendo esta, no entanto, prática comum devido 
à rápida combustão da madeira, tornando-a uma madeira de má qualidade. Várias partes da 
planta são utilizadas em medicina tradicional. Os extractos de folhas, sementes e raízes são 
usados para tratar malária, sífilis e pneumonia. Em algumas tribos na Índia, a aplicação 
tópica do pó de raízes, é prática comum para tratamento de inflamações. Estas 
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propriedades anti-inflamatórias foram confirmadas em ratos albinos por Mujumdar e Misar 
(2004) (Mujumdar e Misar, 2004). O látex pode ser utilizado como antifúngico e os chás têm 
efeito abortivo e purgativo (Goonasekera, Gunawardana, Jayasena, Mohammed e 
Balasubramaniam, 1995). Estudos realizados com o látex de J. curcas demonstraram 
também, propriedades coagulantes e anticoagulantes (Osoniyi e Onajobi, 2003). As 
variedades não tóxicas de J. curcas encontradas no México são utilizadas na alimentação 
das populações. Durante a primeira metade do século XX, J. curcas era um dos principais 
motores da economia de Cabo Verde, que exportava grandes quantidades de sementes de 
J. curcas para Portugal e França, onde era utilizado para produzir sabão e combustível para 
iluminação pública (Heller, 1996). Hoje em dia, a exploração de J. curcas ganha cada vez 
mais importância devido à possível aplicação do óleo das suas sementes na produção de 
biodiesel. 
 
1.3. Óleos vegetais e biodiesel 
 
Em teoria, todos os óleos vegetais podem ser utilizados na produção de biodiesel, existindo 
mais de 350 plantas cultivares produtoras de óleo. No entanto, apenas quatro espécies são, 
maioritariamente, utilizadas como fonte de óleo para produção de biodiesel (Demirbas, 
2007). Os óleos de soja, colza, palma e girassol, dominam a produção mundial de óleo 
vegetal, representando 81% da produção mundial. A produção de biodiesel e o óleo utilizado 
na sua produção estão intimamente ligados, a culturas utilizadas para a produção de óleo 
vegetal variando consoante a localização geográfica e condições climatéricas. São utilizadas 
as espécies oleaginosas que melhor se adaptam a cada tipo de terreno e que nestes 
conseguem ter uma maior produtividade. Assim, o óleo de soja é maioritariamente utilizado 
nos Estado Unidos e o óleo de colza o mais utilizado em vários países da União Europeia. 
Em termos globais, a União Europeia representa 71% da produção mundial de biodiesel, 
sendo este facto, resultado da diretiva europeia de 2009, na qual se estipula que até 2010, 
5,75% da energia utilizada para transporte, deve ser proveniente de fontes renováveis, 
devendo este valor ser aumentado para 10% até 2020 (Tabeau, Banse, Woltjer, e Van Meijl, 
2011). A utilização destas espécies é justificada pelo facto de serem espécies domesticadas 
e abundantemente cultivadas por serem principalmente utilizadas na indústria alimentar, e 
de apresentarem um óleo de elevada qualidade que facilita a sua transformação em 
biodiesel. Os óleos vegetais provenientes de sementes, são principalmente compostos por 
trigliceróis (TAG), moléculas constituídas por três cadeias de ácidos gordos esterificados a 
uma molécula de glicerol e representam a principal reserva lipídica nas sementes. Os TAG 
são uma parte muito importante da bio-economia, sendo fontes de carbono altamente 
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reduzido que tem várias aplicações industriais, nomeadamente na área alimentar. As 
cadeias de ácidos gordos são quimicamente semelhantes aos hidrocarbonetos encontrados 
nas moléculas que formam o diesel fóssil. Deste facto advém o grande potencial que o 
biodiesel representa, atualmente, como substituto do diesel fóssil. 
 
 
1.4. Síntese de ácidos gordos e TAG´s nas plantas 
 
Os ácidos gordos são constituintes essenciais de todas as células de plantas. A via 
biossintética de ácidos gordos constitui uma via metabólica primária, uma vez que se 
processa em todas as células e é essencial para a divisão, crescimento e desenvolvimento 
celulares (Mou, He, Dai, Liu e Li, 2000; Rogalski e Carrer, 2011). Apesar disto, existem 
células que produzem e/ou acumulam mais lípidos do que outras. Por exemplo, as 
sementes acumulam grandes quantidades de lípidos, que podem corresponder a 60% do 
seu peso seco, sendo esta a principal forma de acumulação de carbono. Durante o 
desenvolvimento das sementes, os produtos da fotossíntese da planta mãe são importados 
sob a forma de açucares. Nas sementes, estes são convertidos nos precursores utilizados 
na biossíntese de ácidos gordos (Durrett, Benning e Ohlrogge, 2008). Os processos 
bioquímicos envolvidos na biossíntese dos óleos vegetais estão bem estabelecidos e 
envolvem via metabólicas localizadas em diferentes organelos celulares. A biossíntese de 
ácidos gordos ocorre nos plastos das células das sementes em desenvolvimento e depende 
de dois complexos enzimáticos, acetil-CoA carboxilase (ACCase) e a sintetase de ácidos 
gordos (FAS). O primeiro passo na via de síntese dos ácidos gordos é catalisado pela 
ACCase, que forma malonil-CoA a partir de acetil-CoA através da adição de um grupo 
carboxilo. Este passo é irreversível e, como tal, é o primeiro passo verdadeiramente 
comprometido com a síntese de ácidos gordos. O segundo complexo enzimático a atuar é a 
FAS. Nas plantas este corresponde a numa FAS de tipo II e é um complexo multiproteico. 
Este complexo catalisa a transferência de grupos acil, reações envolvidas na adição de 
átomos de carbono à cadeia acil e terminação da reacção. A transferência de grupos acil é 
catalisada pela malonil-CoA:ACP transferase, que transfere o grupo malonil do CoA para a 
proteína transportadora de grupos acil (ACP). As reações necessárias para a adição de 
carbonos são catalisadas por enzimas de condensação, designadas β-Cetoacil-ACP 
sintetase (KAS), pela primeira reductase (β-Cetoacil-ACP reductase), por uma desidratase 
(β-hidroxiacil-ACP desidratase) e por uma segunda reductase (enoil-ACP reductase). 
Existem 3 isoformas das enzimas de condensação em plantas, estas designam-se KAS I, 
KAS II e KAS III. A condensação inicial é realizada pela KAS III, que utiliza o acetil-CoA e o 
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malonil-ACP como substratos, estes sofrem uma redução, uma desidratação e uma 
segunda redução até ser obtido o butiril-ACP composto por 4 carbonos (4:0) (Fig.2). O 
butiril-ACP é pouco condensado por KAS III, mas é um bom substrato para a KAS I. Esta 
volta a promover a condensação das cadeias, mas utiliza como substratos o butiril-ACP 
formado no primeiro ciclo e o malonil-ACP. KAS I realiza o ciclo 6 vezes levando à formação 
de um produto com 16 átomos de carbono (16:0). A última condensação é realizada pela 
KAS II, que, refazendo o mesmo ciclo, utiliza o palmitoil-ACP ou miristoil-ACP como 
substrato ao qual adiciona mais 2 átomos de carbono, formando compostos com cadeias de 
18 carbonos (18:0). É principalmente responsável pelo alongamento de palmitato a 
estearato e tem uma função muito importante no controlo dos rácios de 16:0/18:0 (Harwood, 
1996). 
 
 
Fig.2 Ciclo de reações de adição de carbonos pela FAS (Harwood, 1996).  
 
 
O alongamento das cadeias acil dos ácidos gordos pode ser concluído em diversas etapas. 
Em algumas plantas, o processo de alongamento das cadeias acil é terminado 
prematuramente pela ação de tioesterases especificas, que fazem parte da classe FatB das 
tioesterases. As FatB separam a cadeia acil do ACP, o que leva a uma acumulação de 
Acetil-CoA 
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ácidos gordos com cadeia curta ou média no óleo da semente. Os ácidos gordos que 
compõem o óleo podem variar entre 8:0 e 14:0, dependendo do tamanho da cadeia acil no 
momento do corte pela FatB . Por exemplo, em espécies como Elaeis guineensis, planta a 
partir da qual é produzido o óleo de palma, os grupos acil formados por 16 cadeias de 
carbono são removidos do ACP pela FatB, resultando na produção de um óleo rico em ácido 
palmítico (16:0). Os grupos acil com 16 carbonos que forem alvo de alongamento pela KAS 
II, podem ulteriormente ser alvo de uma outra classe de tioesterases, as tioesterases de 
classe FatA que separa as cadeias acil constituídas por 18 cadeias de carbono do ACP. 
Alternativamente, o estearoil-ACP (18:0) pode ser insaturado pela acção da enzima 
estearoil-ACP desaturase (SAD), formando oleoil-ACP (18:1). Este é também alvo da FatA, 
que separa o grupo acil do ACP e conduz à formação de ácido oleico. Após a remoção do 
ACP, os ácidos gordos livres são exportados do plasto e re-esterificados à CoA pela acção 
da acil-CoA sintetase formando acil-CoA na membrana exterior do plasto (Schnurr, Shockey 
e Boer, 2002). Os acil-CoA compostos por 16:0, 18:0 e 18:1 são ulteriormente libertados do 
plasto e utilizados na síntese de glicolípidos no reticulo endoplasmático (RE). A biossíntese 
de glicolípidos, consiste na consecutiva adição de ácidos gordos dos acil-CoA para as 
posições sn-1 e sn-2 do glicerol-3-fosfato (G3P), que resulta na formação de ácido 
fosfatidico (PA). A adição dos ácidos gordos é catalisada pela glicerol-3-fosfato 
aciltransferase (GPAT) e ácido lisofosfatidico aciltransferase (LPAT), respectivamente. A 
remoção do grupo fosfato da posição sn-3 do PA, conduz à produção de diacilglicerol 
(DAG). A subsequente adição de outro ácido gordo na posição sn-3, catalisada pela 
diacilglicerol aciltransferase (DGAT), leva à produção de triacilglicerol (TAG). A biossíntese 
de TAG´s não é um processo linear, sendo possível a ocorrência de modificações dos 
ácidos gordos que os compõem. Por exemplo, os DAG´s podem ser convertidos em 
fosfatidilcolina, que, no RE, serve de substrato a várias enzimas tais como as dessaturases 
de ácidos gordos (FAD). Destas, destacam-se a FAD2 e FAD3, que são enzimas de 
membrana e levam à introdução de ligações duplas nas cadeias acil da fosfatidilcolina, 
convertendo o ácido oleico (18:1) em ácido linoleico (18:2) e este em ácido linolénico (18:3). 
São as atividades relativas destas duas enzimas que determinam os rácios de ácidos 
gordos polinsaturados presentes na maioria dos óleos vegetais (Dyer e Mullen, 2005).  
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Fig.3 Biossintese de óleos em sementes em desenvolvimento (Dyer e Mullen, 2005).  
 
 
1.5. Produção e características do biodiesel 
 
Com a população mundial em constante crescimento, é de esperar um aumento das 
necessidades energéticas globais. Atualmente, grande parte da energia consumida 
mundialmente é proveniente de fontes de energia fóssil, petróleo, carvão e gás natural. 
Estas fontes de combustível são finitas, o que levará inevitavelmente ao aumento do seu 
preço à medida que as suas reservas se forem esgotando (Carlsson, 2009). Para além 
disto, as reservas estão limitadas a alguns países, o que leva a uma maior instabilidade nos 
preços e conduzem a uma maior dependência energética. A utilização de combustíveis 
fósseis lança para a atmosfera carbono que estava acumulado no interior da terra, o que 
vem desequilibrar o balanço entre o carbono retirado da atmosfera através da fotossíntese e 
o que é lançado pelas práticas humanas. O constante aumento dos preços, a emissão de 
gases com efeito de estufa, o aquecimento global e a necessidade de independência 
energética, mostram uma necessidade, cada vez mais urgente, de procurar novas fontes de 
energias renováveis, facilmente acessíveis, neutras em termos ambientais e 
economicamente competitivas (Shahid e Jamal, 2008). Há mais de 100 anos, o inventor 
Rudolph Diesel desenhou um motor que funcionava usando um óleo vegetal, o óleo de 
amendoim, como combustível. No entanto, os combustíveis de origem vegetal não foram 
aceites porque eram mais caros que os combustíveis provenientes do petróleo. Hoje em dia 
com a escalada do preço do petróleo nos mercados internacionais, os preços dos 
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combustíveis atingem valores históricos. Este facto aliado aos subsídios e incentivos 
governamentais à produção de biodiesel torna os biocombustíveis viáveis economicamente 
(Demirbas, 2009). O biodiesel constitui uma alternativa ao diesel proveniente do petróleo, é 
produzido a partir de fontes renováveis, é biodegradável, não tóxico e tem baixas emissões 
de gases com efeito de estufa, comparativamente com o diesel fóssil (Bozbas, 2008). 
Atualmente, o biodiesel é comercializado sob o rótulo Bx, correspondendo o x à 
percentagem de biodiesel que está misturado com o diesel fóssil. O biodiesel é produzido a 
partir de uma reação conhecida como transesterificação (Fig.4). 
 
 
Figura 4. Reação de transesterificação (Ma e Hanna, 1999).  
 
Nesta reação, os TAG´s do óleo reagem com um álcool, normalmente metanol, para formar 
ésteres de ácidos gordos (FAME) e glicerina como produtos de reação. A transesterificação 
pode ter como catalisador uma base ou um ácido no entanto, a catálise alcalina mostra-se 
mais rápida comparativamente com a ácida (Freedman, Pryde e Mounts, 1984). Os óleos 
vegetais são maioritariamente compostos por 5 ácidos gordos, ácido palmítico (16:0), ácido 
esteárico (18:0), ácido oleico (18:1), ácido linoleico (18:2) e ácido linolénico (18:3). Estes 
ácidos gordos diferem entre si pelo tamanho da cadeia acil e número de ligações duplas. As 
propriedades dos TAG´s variam consoante os ácidos gordos que os compõem pelo que as 
propriedades do biodiesel produzido a partir da mistura de ácidos gordo dependente da 
composição destes. As características que o biodiesel deve possuir para ser comercializado 
na União Europeia e nos Estados Unidos da América estão descritas nos regulamentos 
EN14214 e ATSM D6751, respectivamente. Nestes, as características mais importantes 
para garantir a produção de um biodiesel de elevada qualidade são, o número de cetanos 
(CN), ponto de congelação (FP), viscosidade, estabilidade oxidativa e emissão de gases 
(NOx). O CN mede o atraso que existe entre a injeção do combustível e a ignição do motor, 
quanto mais alto for o valor de CN, melhores serão as qualidades de ignição (Meher, 
Vidyasagar e Naik, 2006). Neste aspecto, um biodiesel que seja composto por mais ácidos 
gordos longos e saturados terá um maior valor de CN (Demirbas, 2005). 
Baixos valores de CN foram associados a compostos altamente insaturados como, ésteres 
de ácidos linoleico e linolénico, Óleos de sementes de soja e de girassol são exemplos de 
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óleos ricos nestes dois ácidos gordos (Knothe, 2003). O FP define a temperatura à qual se 
começam a formar finos cristais no biodiesel, que podem levar a problemas na injeção do 
combustível para o motor. A presença de ácidos gordos saturados faz aumentar o valor de 
PC, fazendo com que o biodiesel congele a temperaturas mais elevadas. Assim, um 
biodiesel que seja composto maioritariamente por ácidos gordos insaturados terá um PC 
mais baixo.  
A viscosidade do biodiesel é determinada pelo tamanho da cadeia de ácidos gordos e pelo 
grau de saturação, sendo que quanto maior e mais saturada for a cadeia de ácidos gordos, 
maior é a viscosidade do biodiesel. A oxidação de cadeias longas de ácidos gordos leva à 
acumulação de hidroperóxidos, que polimerizam e formam aglomerados insolúveis, que 
acabam por entupir os injectores. 
Ácidos gordos altamente insaturados oxidam mais rapidamente que o diesel fóssil. O 
número e posição de cadeias duplas nos ácidos gordos influenciam a taxa de oxidação. Por 
exemplo, o ácido linoleico é 40 vezes mais reativo do que o ácido oleico. Assim, mesmo em 
baixas concentrações, a presença de ácidos gordos polinsaturados tem uma grande 
influencia na estabilidade oxidativa do biodiesel. 
A emissão de monóxido de carbono é menor em motores a diesel que funcionem com 
biodiesel. No entanto, as emissões de NOx aumentam como resultado das elevadas 
temperaturas de combustão. Estudos indicam que o metil palmitato, metil laureato e metil 
estereato, produzem menores emissões de NOx do que o diesel convencional. O mesmo 
acontece com ácidos gordos de cadeia longa (McCormick, Graboski, Alleman, Herring e 
Tyson, 2001). No entanto, o aumento das ligações duplas, faz aumentar as emissões. 
Assim, um biodiesel com concentrações baixas de ácidos gordos insaturados, 
particularmente, polinsaturados, terá menores emissões de gases NOx para a atmosfera. 
Em suma, melhorar a qualidade de ignição requer a diminuição dos ácidos gordos 
insaturados, melhorar as propriedades de congelação requer baixos níveis de ácidos gordos 
saturados, diminuir o grau de viscosidade requer ácidos gordos de cadeia média ou curta e 
insaturados, aumentar da estabilidade oxidativa e emissões reduzidas de NOx, requer uma 
diminuição das quantidades de ácidos gordos insaturados e polinsaturados. Devido à 
natureza antagonista destes requisitos, não existem ácidos gordos que tenham o perfil 
necessário para produzir um biodiesel que seja óptimo em todos estes parâmetros. Um bom 
compromisso pode ser obtido, se for considerado um biodiesel com elevados níveis de 
ácidos gordos monoinsaturados, tais como, oleato (18:1) ou palmitato (16:1) e com baixos 
níveis de ácidos gordos saturados e polinsaturados. A presença de uma cadeia dupla, 
aumenta as propriedades de congelação, o que é possível verificar, quando se compara 
metil oleato com metil estereato (Stournas, Lois e Serdari, 1995). 
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1.6. Potencial de Jatropha curcas na produção de biodiesel 
 
Atualmente, cerca de 95% do biodiesel produzido mundialmente, tem por base a utilização 
de óleos vegetais como matéria-prima (Gui, Lee e Bhatia, 2008). A utilização destes óleos é 
vantajosa em termos de sustentabilidade, uma vez que se trata de uma matéria-prima 
renovável. No entanto, é também uma matéria-prima utilizada na área alimentar, o que 
condiciona a sua utilização, particularmente em países que importam grandes quantidades 
de óleo alimentar. Um caso característico é o da China, que importa 400 milhões de 
toneladas de óleos alimentares todos os anos para satisfazer as necessidades dos seus 
consumidores (Lu et al., 2009). Outro factor que dificulta a aceitação do biodiesel produzido 
a partir de óleos vegetais alimentares é a utilização de terrenos férteis para a produção das 
culturas. As espécies vegetais mais utilizadas requerem condições de cultura que 
desgastam os solos e que levam à necessidade do uso de fertilizantes e adubos que 
desequilibram nutricionalmente os solos. Para além disto, a procura de terrenos para a 
plantação destas espécies, leva à desflorestação em vários países produtores tais como, 
Malásia, Indonésia e Brasil (Gui et al., 2008). Assim, para que o biodiesel seja uma opção 
viável como substituto do diesel fóssil, capaz de satisfazer as necessidades energéticas 
globais sem que, com isso, ponha em risco a estabilidade do mercado alimentar, é 
necessário encontrar uma fonte de óleo que não entre em conflito com o mercado alimentar, 
que não seja exigente do ponto de vista nutricional e que produza óleo com qualidade 
suficiente para ser utilizado na produção de biodiesel (A. Demirbas, 2009). A maioria das 
plantas cultivadas atualmente, incluindo as oleaginosas, são anuais. Plantas perenes 
possuem sistemas radiculares mais profundos, o que ajuda a acumular maiores quantidades 
de carbono, manter a qualidade dos solos e conservar de modo mais eficaz a 
disponibilidade de água e nutrientes. O óleo de J. curcas tem ganho nos últimos anos uma 
grande importância devido ao seu potencial para ser utilizado na produção de biodiesel. J. 
curcas apresenta várias características que fazem desta planta uma alternativa às culturas 
utilizadas na produção de biodiesel. É uma planta pouco exigente do ponto de vista 
nutricional, que ocupa terrenos não cultiváveis, não pode ser utilizada como alimento uma 
vez que os seus frutos e sementes são tóxicos e os vários estudos realizados indicam que é 
possível a produção de biodiesel a partir do seu óleo (King et al., 2009). Apesar de ser vista 
como forte candidata para a produção de óleo vegetal à escala industrial para a produção de 
biodiesel, J. curcas não é uma planta domesticada e, como tal, os estudos que existem 
relativamente à quantidade e qualidade do óleo são diversificados e variam consoante a 
origem das plantas em estudo (Abou Kheira e Atta, 2009; Parthiban, 2011; de Oliveira et al., 
2009). Achten e colaboradores reuniram trabalhos realizados em J. curcas e apresentam a 
média dos resultados dos vários trabalhos publicados. Segundo os mesmos, o óleo das 
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sementes de J. curcas é constituído por mais de 75% de ácidos gordos insaturados, sendo a 
composição dos ácidos gordos dominada por ácido oleico e ácido linoleico, representando, 
respectivamente, 42,02% e 35,38% do total de ácidos gordos (Achten et al., 2008). 
 
 
1.7. Engenharia genética em Jatropha curcas 
 
1.7.1. Melhoramento dos óleos vegetais 
 
Cada planta tem um padrão típico de ácidos gordos que compõem os seus óleos, que é 
definido pela configuração enzimática da via de síntese. O aumento ou o decréscimo das 
atividades enzimáticas pode conduzir à alteração da composição dos ácidos gordos, 
alterando a qualidade do óleo produzido (Stoll e Zarhloul, 2005). A engenharia genética 
permite a manipulação desta configuração enzimática, o que pode levar à alteração dos 
fluxos metabólicos e à alteração da qualidade e quantidade do óleo vegetal (Liu, Singh e 
Green, 2002; Tan et al., 2011). Esta é uma aplicação muito importante da engenharia 
genética em plantas que possibilita a melhoria ou mesmo a formação de óleos vegetais com 
características especificas, de modo a serem utilizados pela indústria química, na produção 
de tintas, lubrificantes, ceras e pela indústria alimentar na produção de óleos constituídos 
por ácidos gordos nutricionalmente importantes e com melhores características para a 
saúde humana (Dyer, Stymne, Green e Carlsson, 2008).  
 
 
1.7.2. Esteroil-ACP desaturase (SAD) 
 
Como já foi referido anteriormente, não existe um perfil de ácidos gordos que preencha 
todos os parâmetros que definem um bom biodiesel. No entanto, um bom compromisso é 
obtido utilizando óleos ricos em ácidos gordos monoinsaturados e pobres em ácidos gordos 
saturados e polinsaturados. A enzima SAD faz parte da via biossintética dos ácidos gordos e 
tem como função catalisar a dessaturação de ácido esteárico em ácido oleico. Esta enzima 
é assim responsável pelo rácio entre ácidos gordos insaturados e saturados presentes nas 
células, tornando-a um alvo importante nos estudos de melhoramento dos óleos vegetais 
com vista à produção de biodiesel. Em 2006, Tong e colaboradores obtiveram o cDNA 
completo de SAD através das técnicas de RT-PCR e RACE a partir de sementes em 
desenvolvimento de J. curcas e conseguiram a expressão funcional do gene em E. coli 
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(Tong et al., 2006). Com estes trabalhos tornou-se possível manipular a via biossintética em 
que esta enzima intervém, através da aplicação de técnicas de engenharia genética em 
plantas e abre caminho para o estudo das vias metabólicas de síntese de ácidos gordos em 
Jatropha curcas, com vista ao no melhoramento dos óleos vegetais na perspetiva da sua 
aplicação na produção de biodiesel. 
 
1.7.3. Regeneração e transformação em Jatropha curcas 
 
A engenharia genética representa uma ferramenta muito importante no melhoramento de 
espécies vegetais de interesse económico. O melhoramento de qualquer espécie vegetal 
recorrendo a técnicas de engenharia genética só faz sentido associado a um sistema de 
regeneração in vitro que seja eficiente, rápido, reprodutível e aplicável a um largo espectro 
de genótipos (Mukherjee, Varshney, Johnson e Jha, 2011). Vários trabalhos foram 
realizados em J. curcas que estabelecem protocolos de regeneração a partir de várias 
partes da planta, tais como, cotilédones, pecíolos, hipocótilos, epicótilos e folhas (Deore e 
Johnson, 2008; Li, Li, Jiang, Pan e Wu, 2007; Sujatha e Mukta, 1996; Wei et al., 2004). No 
entanto, ainda não foi possível estabelecer um protocolo de transformação, que associado 
aos protocolos de regeneração, permita uma taxa de transformação elevada. Os tecidos de 
J. curcas contêm grandes quantidades de látex, que é secretado após seccionamento da 
planta o que dificulta a entrada de A. tumefaciens e torna a planta recalcitrante à 
transformação (Trivedi et al., 2009). A produção de plantas transgénicas é conseguida 
recorrendo maioritariamente a duas estratégias. Uma aproveita a capacidade natural do 
Agrobacterium tumefaciens para transferir e integrar o T-DNA do plasmidio para o genoma 
da planta (Zupan, Muth, Draper e Zambryski, 2000). A outra, consiste na introdução direta 
do DNA nas células através de bombardeamento de partículas, também designado de 
biolística. A utilização de A. tumefaciens apresenta algumas vantagens sobre o 
bombardeamento de partículas, permite a transferência de segmentos maiores de DNA, a 
ocorrência de menos rearranjos dos genes inseridos e maior eficiência de integração dos 
genes no genoma da planta (Kohli et al., 2003). 
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1.8. Objectivos 
 
Este trabalho tem como principal objectivo a aplicação de um protocolo de transformação 
genética via Agrobacterium tumefaciens, de forma a obter uma planta transgénica que 
permita o estudo da sobrexpressão do gene SAD em J. curcas. Este trabalho tem como 
objectivos específicos: 
 
- Construção de um vector de transformação que contenha a ORF do gene SAD e 
gene repóter DsRed2 
- Realização de ensaios de transformação genética em J. curcas recorrendo a um 
protocolo de transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens 
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2.Materiais e métodos 
 
2.1. Construção do vector de transformação 
 
2.1.1. Estratégia de construção do vector de transformação 
 
Neste projecto pretendeu-se construir vectores de sobrexpressão usando o gene SAD de J. 
curcas e o gene repórter DsRed2, ambos controlados pelo promotor 35S e inseridos em 
diferentes posições do vector. Foi selecionado o vector pCambia1302 como base para obter 
o vector pretendido. O referido vector contêm os genes de resistência à canamicina e 
higromicina que pode facilitar a seleção de plantas putativamente transformadas. Contêm 
também duas regiões de multiple cloning site, que permitiu inserir duas cassetes em locais 
diferentes de acordo com a imagem a seguir: 
 
 
Cassete A e cassete B 
 
Figura 5. Ilustração das cassetes A e B. Cassete A contém o gene estearoil-ACP desaturase isolado de Jatropha curcas 
flanqueado pelo promotor 35S na extremidade 5´ e terminador 35S na extremidade 3´. Cassete B contém DsRed2 adquirido à 
empresa Clontech, igualmente flanqueado pelo promotor 35S na extremidade 5´e terminador 35S na extremidade 3´. 
 
Após um estudo aprofundado sobre a melhor estratégia a adoptar para executar a tarefa de 
construção do vector, chegou-se à conclusão que a melhor seria a fusão do promotor, SAD 
e terminador por PCR. Desta forma, desenharam-se primers específicos contendo cada um 
na extremidade 5´ linha um local especifico de corte compatível com um local especifico de 
corte na região de MCS a fim de permitir a inserção direcionada da cassete. 
 
 
 
 
 
 
 
Promotor 35S Terminador35S SAD 
DsRed2 Promotor 35S Terminador NOS 
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2.1.2. Desenho dos primers 
 
Foram desenhados primers específicos de modo a permitir a fusão dos 3 fragmentos e criar 
no promotor e terminador locais específicos de corte correspondentes aos locais específicos 
de corte na região de MCS do vector pCambia1302 de acordo com os primers abaixo 
indicados: 
 
Tabela 1. Primers específicos  
Primers Sequência (5’ - 3’) 
Promotor 35S Fwd: AAGCTTCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGA 
 Rev: TTGAGCTTGAGAGCCAT AGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAA 
SAD Fwd: TTTGGAGAGAACACGGGGGACT ATGGCTCTCAAGCTCAATC 
 Rev: AAACTCGAGCTTGTCGATTACAGCTTCACTTCTCTATCAAAAATC 
Terminador 35S Fwd: GAGAAGTGAAGCTGTAATCGACAAGCTCGAGTTTCTCCATAATA  
 Rev: GAATTCTTTTTAATGTACTGAATTAACGCCGAATTAATTC 
DsRed2 Fwd: ACTAGTACCATGGCCTCCTCCGAGAACGTCATCACC 
 Rev: CACGTGCTACAGGAACAGGTGGTGGCGGCCCTCGGT 
 
 
2.1.3. Amplificação dos fragmentos por reação de PCR 
 
Amplificaram-se  individualmente o promotor, terminador, SAD e DsRed2 por PCR, com as 
seguintes condições de amplificação: 
 
Tabela 2. Condições de amplificação dos diferentes fragmentos. 
Promotor 35S SAD Terminador 35S DsRed2 Volume (µl) 
DNA (pCambia 
1302) 
DNA (pK7WG2.0) DNA (pCambia 
1302) 
DNA (Clontech™) 1 
Tampão de PCR 
10x 
Tampão de PCR 
10x 
Tampão de PCR 
10x 
Tampão de PCR 
10x 
5 
MgCl2 50mM MgCl2 50mM MgCl2 50mM MgCl2 50mM 3 
dNTP dNTP dNTP dNTP 1 
Primer Fwd 10µM Primer Fwd 10µM Primer Fwd 10µM Primer Fwd 10µM 1 
Primer Rev 10µM Primer Rev 10µM Primer Rev 10µM Primer Rev 10µM 1 
Taq DNA 
polimerase 
Taq DNA 
polimerase 
Taq DNA 
polimerase 
Taq DNA 
polimerase 
1 
ddH2O ddH2O ddH2O ddH2O 37 
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Tabela 3. Programas da reação de PCR 
Promotor e Terminador 35S 
94ºC 94ºC 68ºC 72ºC 
7:00 5:00 00:30 1:00 
SAD 
94ºC 94ºC 53ºC 72ºC 72ºC 
5:00 00:30 00:40 2:00 7:00 
DsRed2 
94ºC 94ºC 56ºC 72ºC 72ºC 
5:00 00:30 00:40 2:00 7:00 
 
Os resultados do PCR foram analisados electroforeticamente em gel de agarose a 1.2%, 
utilizando como corante fluorescente de ácidos nucleicos o GelRed™. As bandas foram 
cortadas com o auxilio de um bisturi estéril e purificadas com o kit Zymoclean™ Gel DNA 
Recovery da Zymo Research™. Foi realizada a fusão dos 3 fragmentos através da técnica 
de “long distance PCR” que teve as seguintes condições de amplificação: 
 
Tabela 4. Condições fusão de fragmentos 
35S:SAD:NOS Volume (µl) 
DNA (SAD) 5 
Tampão de PCR 
10x 
2 
MgCl2 50mM 1 
dNTP 1 
Promotor 35S 5 
Terminador 35S 5 
Taq DNA 
polimerase 
1 
ddH2O 0 
 
 
 
Tabela 5. Programa de reação de fusão 
94ºC 94ºC 68ºC 72ºC 
5:00 00:30 30:00 7:00 
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O resultado da fusão dos fragmentos foi diluído em 3 factores de diluição, 1/50, 1/100 e 
1/200 e utilizado numa PCR de gradiente de modo a definir qual a melhor temperatura de 
annealing para a amplificação da cassete. A PCR de gradiente teve as seguintes condições: 
 
 
Tabela 6. Condições de amplificação da cassete por PCR de gradiente 
 Volume (µl) 
DNA (Diluição) 1 
Tampão de PCR 
10x 
5 
MgCl2 50mM 3 
dNTP 1 
Primer Fwr 10uM 1 
Primer Rev 10uM 1 
Taq DNA 
polimerase 
1 
ddH2O 37 
 
 
 
Tabela 7. Programa de amplificação da cassete por PCR de gradiente 
95ºC 94ºC 56ºC-65ºC 72ºC 72ºC 
5:00 00:30 00:40 3:00 7:00 
 
 
2.1.4. Clonagem das cassetes 
 
As cassetes amplificadas de DsRed2 e SAD foram clonados independentemente no vector 
pJet1.2 recorrendo ao kit CloneJET™ PCR Cloning da Fermentas. Neste, adicionou-se num 
tubo de PCR 10µl de 2X tampão de reação, 5µl de insert, 1µl  de enzima rômbica e 2µl  de 
água, de seguida o tubo foi colocado durante 5 minutos a 70ºC. Com este processo 
pretende-se que as sequências a inserir fiquem com as extremidades rômbicas pela ação da 
enzima rômbica, de modo a ser possível a sua posterior ligação ao vector. Após os 5 
minutos, o tubo foi colocado em gelo e adicionado 1µl do vector pJet1.2 e 1µl de ligase, de 
seguida, o tubo foi colocado a 22ºC durante 30 minutos e 8ºC durante a noite. 2 µl do 
resultado da clonagem foram adicionados às bactérias competentes previamente 
preparadas num tubo de 1.5ml. O tubo foi incubado durante 30 minutos em gelo e agitado 
várias vezes através de um toque com o dedo, de modo a misturar o DNA com as bactérias. 
Seguidamente o tubo foi colocado a 42ºC durante 1 minuto e após este período foram 
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adicionados 250µl de meio LB ao tubo. De seguida o tubo foi incubado a 37ºC, sob agitação 
a 250rpm durante 45 minutos. Após este período, a cultura bacteriana foi plaqueada em 
meio LB sólido suplementado com ampicilina (100mg/L) em caixa de Petri e incubada a 
37ºC durante a noite. 
 
2.1.4.1. Seleção de DNA recombinante 
 
As colónias crescidas após uma noite de incubação a 37ºC foram utilizadas para prosseguir 
com o trabalho de seleção de DNA recombinante. Preparou-se uma reação de PCR 
contendo os primers específicos de cada uma das cassetes, individualmente, e, de seguida, 
com o auxilio de um palito, raspou-se mais ou menos metade de cada colónia e colocou-se 
num tubo de PCR. De seguida, procedeu-se à amplificação dos mesmos recorrendo aos 
programas desenhados para o isolamento das cassetes. As colónias que resultaram numa 
amplificação positiva foram utilizados para isolamento de DNA plasmidico recorrendo ao kit 
ZR Plasmid Miniprep™ - Classic da empresa Zymo Research. 
 
2.1.4.2. Transferência da cassete de DsRed2 do pJet1.2 para pCambia1302 
  
 O pJet1.2 contendo o gene DsRed2 e o pCambia1302 foram digeridos com as enzimas de 
restrição SpeI e PmlI. O resultado da digestão foi analisado em 1.2% de gel de agarose e as 
bandas correspondentes a cassete de DsRed2 foi excisada e purificada usando o kit 
Zymoclean™ Gel DNA Recovery da empresa Zymo Research. A cassete de DsRed2 e o 
vector pCambia1302 purificados foram utilizados numa reação de ligação. Juntaram-se as 
quantidades equimolares do insert de DsRed2 e vector pCambia1302 numa reação de 
ligação que contem 1µl de T4 ligase buffer (10X) e 1µl de T4 DNA ligase (10u/µl). A reação 
foi incubada a 37ºC durante a noite e após este período, 3µl da reação foram utilizados para 
transformar E. coli de acordo com o ponto 2.1.4 e a seleção de recombinantes realizada de 
acordo com o ponto 2.1.4.1.  
 
2.1.4.3. Transferência da cassete de SAD para pCambia1302DsRed2 
 
O pJet1.2 contendo a cassete de SAD e o vector pCambia1302DsRed2 foram digeridos 
utilizando as enzimas de restrição EcoRI e HindIII. Após a análise do resultado de digestão 
de acordo com o ponto 2.1.4.2. procedeu-se à ligação da cassete de SAD com o 
pCambia1302DsRed2. De seguida, transformou-se E.coli com o resultado da ligação de 
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acordo com o ponto 2.1.4.2. A seleção dos recombinantes foi feita de acordo com o ponto 
2.1.4.1. A colónia positiva com a construção final pCambia1302DsRed2SAD foi utilizada 
para o isolamento de DNA plasmidico. O DNA obtido foi digerido com as enzimas EcoRI, 
HindIII, SpeI e PmlI, de modo a verificar a inserção das duas cassetes. Igualmente foi 
sequenciada a construção pCambia1302DsRed2SAD (Fig.10) para confirmar a correta 
inserção das cassetes. 
 
2.2. Preparação de Agrobacterium tumefaciens electrocompetente 
 
A partir de uma cultura de stock de A. tumefaciens LBA 4404 em glicerol a 50%, fez-se um 
riscado numa caixa de Petri com 25ml de meio YEB sólido suplementado com rifampicina 
(16mg/l) e incubou-se a 28ºC, durante 24 horas. Picou-se uma colónia e colocou-se em 5 ml 
de meio YEB liquido suplementado com rifampicina, incubou-se a 28ºC, durante 16 horas. 
Após o crescimento, colocou-se 1ml da cultura em 50ml de meio YEB liquido suplementado 
com rifampicina e incubou-se a 28ºC até atingir uma densidade óptica de 0,5 a 600 nm. 
Recuperou-se as células por centrifugação a 10000rpm, durante 10 minutos, a 4ºC. 
Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet bacteriano em 25ml de HEPES 
1mM gelado com pH 7,5. Voltou-se a centrifugar a cultura a 10000rpm, durante 10 minutos a 
4ºC. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet bacteriano em 12,5ml de 
HEPES 1mM gelado com pH 7,5 e voltou-se a centrifugar a 10000rpm durante 10 minutos a 
4ºC. Descartou-se o sobrenadante e dissolveu-se o pellet bacteriano em 5ml de solução 
gelada de 10% glicerol e HEPES 1mM com pH 7,5. Centrifugou-se novamente a 10000rpm, 
durante 10 minutos a 4ºC e ressuspendeu-se o pellet bacteriano em 400µl de solução 10% 
glicerol e HEPES 1mM com pH 7,5. Seguidamente, dividiu-se o volume resultante por 
alíquotas de 40µl e colocaram-se a -80ºC. 
 
2.2.1. Transformação de Agrobacterium tumefaciens por electroporação usando a 
construção pCambia1302DsRed2SAD 
 
Inicialmente colocou-se a cuvete de electroporação em gelo durante 20 minutos. De 
seguida, retirou-se uma alíquota de Agrobacterium tumefaciens da câmara de -80ºC e 
colocou-se em gelo durante 5 minutos. Colocaram-se 3µl (10ng/µl) de DNA plasmidico 
(Fig.11) na cuvete de electroporação, adicionaram-se 40µl da alíquota de A. tumefaciens 
electrocompetente ao DNA plasmídico e voltou-se a colocar a cuvete no gelo. A cuvete de 
electroporação foi então colocada no electroporador (Biorad Micro-Pulser W50 x 0,1) e 
acionou-se um pulso de 2,2V. Após o pulso, a cuvete foi retirada do electroporador e  foram 
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adicionados 250µl de meio YEB ao Agrobacterium. Destes, aplicaram-se 125µl da cultura 
bacteriana numa placa de Petri com 25ml de meio YEB sólido suplementado com 
canamicina (50mg/l), plaqueou-se com o auxilio de uma ansa de espalhamento e incubou-se 
a 28ºC durante 72 horas. 
 
2.3. Transformação genética de Jatropha curcas 	  
2.3.1. Material vegetal 
 
As sementes de Jatropha curcas foram colhidas em Moçambique e fornecidas pela empresa 
EnerTerra. As sementes foram inicialmente lavadas com água corrente e detergente, de 
modo a retirar a sujidade superficial, e colocadas à temperatura ambiente até secarem. 
Depois de secas, as sementes foram descascadas e colocadas em água estéril durante 16 
horas. Após este tempo, as sementes descascadas foram desinfectadas com uma solução 
de lixívia e detergente, sob agitação a 200rpm durante 25 minutos. De seguida, as sementes 
foram lavadas 3 vezes com água estéril e tratadas com 0,1% de Cloreto de Mercúrio 
(HgCl2), ficando a incubar durante um período de 15 minutos. Seguidamente, foram lavadas 
cinco vezes, com água estéril. As sementes desinfectadas foram abertas e o endosperma 
removido com o auxilio de um bisturi estéril, de modo a expor o embrião que foi retirado com 
uma pinça estéril e colocado em meio de cultura composto por ¼ de micro e macro 
nutrientes de MS (ver anexo) (Fig12E). As culturas foram colocadas no escuro durante 48 
horas. Após este período, as culturas foram transferidas para uma sala climatizada e 
mantidas a 24ºC, com fotoperíodo de 16 horas, obtido através de lâmpadas fluorescentes de 
luz branca (Osram® L 18W/10 Daylight) com intensidade luminosa de 25 a 33 µE/m-2s-1. 
Todas as culturas colocadas nos diferentes meios, ficaram sujeitas às mesmas condições 
quando colocadas sob fotoperíodo (Fig.12F). 
 
2.3.2. Teste de sensibilidade de Jatropha curcas a antibióticos 
 
De modo a selecionar o antibiótico mais adequado e definir o vector a utilizar nos trabalhos 
de transformação genética, foi necessário averiguar de que forma os explantes utilizados 
reagiam aos diferentes antibióticos, aos quais os diferentes vector conferem resistência. 
Assim, folhas cotiledonares foram excisadas, feridas com bisturi estéril e colocadas em meio 
de indução, suplementado com diferentes concentrações de higromicina ou canamicina, 0, 
5, 10, 15, 20, 25 e 50mg/l. Os explantes foram colocados em sala de cultura climatizada, em 
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fotoperiodo durante 4 semanas. Os antibióticos utilizados foram esterilizados por filtração 
em bancada de fluxo laminar e adicionados ao meio de cultura, depois deste ser 
autoclavado e atingir uma temperatura de cerca de 50ºC 
 
2.3.3. Preparação de Agrobacterium tumefaciens 
 
Picou-se uma colónia isolada de Agrobacterium tumefaciens transformada com 
pCambia1302DsRed2SAD e colocou-se a crescer em 5ml de meio YEB líquido (ver anexo 
5), suplementado com canamicina (50µg/ml), com agitação de 250rpm, durante 16h a 28ºC. 
Após o crescimento, retirou-se 1ml de Agrobacterium, adicionou-se a 50ml de meio de 
indução (ver anexo 6) em erlenmeyer suplementado com canamicina (50µg/ml) e colocou-se 
sob agitação a 250rpm, durante 16h a 28ºC. Quando o crescimento atingiu uma densidade 
óptica (O.D.) de 1.0 a 600nm, centrifugou-se a cultura e ressuspendeu-se em meio de 
infiltração (ver anexo 7). De seguida, a cultura foi incubada à temperatura ambiente, sob 
agitação lenta (20rpm), durante 2h. 
 
2.3.4. Transformação de Jatropha curcas 
 
2.3.4.1. Transformação e indução de calli 
 
Como material biológico para transformar foram usados cotilédones das sementes 
previamente germinadas de acordo com o descrito no capitulo 2.3.1. Os cotilédones foram 
utilizados como explante para os trabalhos de transformação com Agrobacterium. Nos 
cotilédones cortados foram provocados vários ferimentos com um bisturi estéril e, de 
seguida, foram mergulhados em solução de Agrobacterium tumefaciens, onde foram 
deixados a incubar durante 20 minutos. De seguida, foram transferidos para papel de filtro 
estéril, de modo a retirar o excesso de solução de bactéria. Depois de secos, os cotilédones 
foram transferidos para meio de indução (ver anexo 2) e colocados no escuro, em co-cultura 
durante 48 horas a 28ºC. Após este período, foram transferidos para meio de indução de 
calli fresco suplementado com 200mg/l de carbenicilina e 200mg/l de cefotaxima, de forma a 
eliminar o Agrobacterium, e colocadas sob fotoperíodo de 16 horas, até serem obtidos calli.  
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2.3.4.2. Indução de rebentos e alongamento 
 
Os calli obtidos, foram transferidos para meio de indução de rebentos (ver anexo 2) fresco 
suplementado com 200mg/l de carbenicilina, 200mg/l de cefotaxima e 5mg/l de higromicina, 
concentração determinada no ponto 2.3.2., contido em frascos RPC Superfos® UniPak. 
Após obtenção de rebentos, estes foram seccionados dos calli com auxilio de uma pinça e 
bisturi estéreis e transferidos para meio de alongamento (ver anexo 3) suplementado com 
200mg/l de carbenicilina, 200mg/l de cefotaxima e 5mg/l de higromicina, de modo a alongar 
o caule e desenvolverem mais folhas. 
 
2.3.4.3. Indução de raízes 
 
 Quando atingiram a altura pretendida, os rebentos foram transferidos para meio de 
enraizamento (ver anexo 4) suplementado com 100mg/l de carbenicilina, 100mg/l de 
cefotaxima e 5mg/l de higromicina.  
 
2.3.4.4. Aclimatização das plantas 
 
Após desenvolvimento de raízes e aumento do desenvolvimento da parte aérea, as plantas 
foram retiradas dos recipientes de cultura e as raízes lavadas cuidadosamente com água 
para remover completamente o agár sem danificar as raízes, e transferidas para vasos 
contendo terra e vermiculite autoclavadas, na proporção 1:1 para aclimatação. Os vasos 
com as plantas foram envolvidos com um saco de plástico e colocados em estufa tendo em 
cada semana, sido feitos furos no saco de plástico, de modo a permitir a diminuição da 
humidade no interior do saco e promover uma progressiva adaptação à atmosfera exterior. 
Após 3 a 4 semanas, o saco foi retirado e a planta foi transferida para um vaso maior e 
regada com água corrente. 
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2.3.5. Análise das plantas putativamente transformadas 
 
2.3.5.1. Extração do DNA cromossomal das plantas putativamente recombinantes 
 
200mg de folhas de plantas foram macerados com cerca de 500µl de tampão CTAB e o 
extracto foi transferido para um tubo de microcentrifuga. A mistura foi incubada durante 
cerca de 15 minutos a 55ºC num banho. Após a incubação, a mistura foi centrifugada a 
12000g durante 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 
microcentrífuga e adicionou-se a cada tubo 250µl de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), 
misturou-se a solução por inversão e centrifugou-se a mistura 13000rpm durante 1 minuto. A 
fase aquosa (contém DNA) foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga. A cada 
tubo adicionaram-se 50µl de acetato de amónio 7,5M e 500µl de etanol absoluto frio para 
precipitar. Os tubos foram invertidos lentamente várias vezes para precipitar o DNA e 
colocados a incubar durante 1 hora a -20ºC. Seguidamente os tubos foram centrifugados a 
4000rpm durante 10 minutos. O DNA foi lavado com 500µl de etanol a 70% fresco, 
invertidos lentamente e centrifugados a 13000rpm durante 1 minuto. O sobrenadante foi 
removido e repetiu-se o passo anterior para lavar o DNA. Após a lavagem, o pellet foi seco 
durante aproximadamente 15 minutos. O pellet do DNA não pode secar demasiado para 
poder dissolver facilmente. A quantidade de água para ressuspender o DNA depende da 
quantidade do pellet, sendo normalmente entre 50 e 400µl de água. Após a ressuspensão, o 
DNA foi incubado a 65ºC durante 20 minutos para degradar DNases e de seguida 
armazenado a 4ºC. O DNA foi analisado em gel de agarose para determinar a integridade 
do DNA sendo a concentração e pureza determinadas por espectrofotometria. 
 
2.3.5.2. Seleção das plantas putativamente transformadas por análise de PCR  
 
Para selecionar plantas putativamente transformadas foi utilizado DNA cromossomal isolado 
a partir das plantas em estudo. Considerando que o gene SAD é um gene endógeno de 
Jatropha curcas, os seus primers específicos não podem ser utilizados para seleção dos 
recombinantes. No entanto, tendo em consideração que SAD e DsRed2 estão fundidos no 
pCambia1302DsRed2SAD e DsRed2 é um gene exógeno de Jatropha curcas, os primers 
específicos de DsRed2 podem ser utilizados para a seleção das plantas transformadas. 
Desta forma, foram usados os primers específicos de DsRed2 para efectuar a seleção por 
PCR. O DNA cromossomal foi diluído numa concentração de 100ng/µl e usado como DNA 
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de trabalho. Em cada reação de PCR de 50µl foram incluídos 1µl de DNA (100ng/µl), 1µl de 
cada primers especifico de DsRed2 (100pM/µl), 1µl de dNTP (10mM/µl), 3µl de Cloreto de 
Magnésio (25mM/µl), 10µl de Tampão de PCR (10X), 1µl de DNA Taq polimerase (10ng/µl) 
e 36µl de água MiliQ estéril. A reação foi misturada com vórtex e brevemente centrifugado. 
A reação foi incubada no termociclador utilizando o programa de acordo com o ponto 2.2.3. 
O resultado da reação foi analisado em 1.2% de gel de agarose (Fig.15).  
 
2.3.6. Análise de tecidos por microscopia de fluorescência 
 
A monitorização da fluorescência de DsRed2 foi efectuada utilizando um microscópio de 
fluorescência Olympus BX60, com os filtros de excitação a 420-480nm e de emissão a 
515nm. Foram realizados cortes em folhas de plantas putativamente transformadas e 
utilizados para a observação microscópica. 
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3. Resultados e Discussão 
 
Nota: Todas as imagens sem indicação contrária, foram adquiridas recorrendo a uma máquina Nikon 
Coolpix P90. 
 
3.1. Construção do vector de transformação 
 
3.1.1. Amplificação dos fragmentos por PCR 
 
Neste trabalho pretendeu-se obter um vector de transformação que contivesse a ORF do 
gene SAD de J. curcas controlado pelo promotor 35S e pelo terminador 35Spoly-A, de forma 
a obter um transformante que permitisse estudar a sobreexpressão do gene JSAD em J. 
curcas. Pretendeu-se ainda, que o mesmo vector contivesse o gene repórter DsRed2 de 
forma a ser possível a sua visualização in vivo. Tendo por base os resultados obtidos nos 
testes de sensibilidade dos explantes aos antibióticos, o vector escolhido foi o 
pCambia1302. Este contêm o gene repórter mGFP controlado pelo promotor 35S e pelo 
terminador NOS, gene de resistência à canamicina para selecção em bactérias e gene de 
resistência à higromicina para seleção em plantas. A estratégia utilizada para construção do 
vector consistiu na substituição do gene mGFP pelo gene DsRed2, na cassete de SAD e na 
inserção desta no MCS de pCambia1302. Previamente foram estudadas as enzimas de 
restrição a utilizar, de forma a garantir que estas não reconheciam nenhuma região nas 
cassetes a inserir e no vector utilizado. Assim, a substituição do mGFP pelo gene DsRed2 
foi realizada através das enzimas de restrição SpeI e PmlI, enquanto que a inserção da 
construção no MCS foi efectuada através das enzimas HindIII e EcoRI. Inicialmente, 
procedeu-se à construção da cassete de SAD, tendo para tal, sido amplificados 
independentemente cada um dos fragmentos (promotor 35S, SAD e terminador 35S), 
utilizando os primers (Tabela 1) que incluem os locais de restrição das enzimas 
selecionadas e também primers que incluem uma parte da sequência do fragmento a unir, 
de modo a criar homologia de bases, possibilitando assim a fusão dos fragmentos (Fig.2). O 
resultado das diferentes amplificações foi a obtenção de 4 bandas com diferentes tamanhos, 
correspondendo ao promotor 35S com 538pb, ORF do gene SAD de J. curcas com 1191pb, 
terminador 35Spoly-A com 227pb e o gene DsRed2 com 681pb (Fig.3).  
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Figura 6. Ilustração e análise da amplificação dos fragmentos por PCR: Marcador Molecular (1), Promotor 35S (2), ORF do 
gene SAD (3), Terminador 35Spoly-A (4) e gene DsRed2 (5) 
 
Conforme se pode observar na imagem do gel, os fragmentos obtidos correspondem ao 
tamanho esperado. Após amplificação, as bandas foram purificadas do gel e foi efectuada a 
fusão dos fragmentos de forma a conseguir a cassete de SAD. O fragmento com o tamanho 
do gene DsRed2 foi clonado no vector intermédio pJet1.2. O resultado da fusão foi diluído 
em diferentes factores de diluição e cada um utilizado numa reação de PCR de gradiente de 
forma a determinar a temperatura de emparelhamento mais apropriada para amplificar a 
cassete completa (Fig.7). As diluições efectuadas serviram para aumentar a especificidade 
dos primers à cassete completa e evitar o aparecimento de amplificações inespecíficas, que 
podem resultar de fusões incompletas. Com a utilização do PCR de gradiente conseguimos 
selecionar a temperatura ideal que variou de acordo com o tamanho de cada amplicom. 
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Todos os resultados da análise por PCR de gradiente mostraram o aparecimento de vários 
arrastamentos e dímeros de primers, resultado de ligações inespecíficas. Apesar destas 
ligações inespecíficas, o resultado serviu para estimar a temperatura mais apropriada de 
emparelhamento, de forma a obter a amplificação com o tamanho perto do pretendido para 
a cassete de SAD que se encontrava próxima dos 64ºC. Esta temperatura foi utilizada nas 
reações de amplificação seguintes para obtenção da cassete que inclui o promotor 35S, 
gene SAD e o terminador 35S. 
 
 
Figura 7. Análise da PCR de gradiente. 1-MM, 2-65ºC, 3-64,3ºC, 4-63,1ºC, 5- 62,8ºC, 6- 61,8ºC, 7- 58,9ºC, 8- 57,7ºC, 9- 56ºC. 
Em todas as variações de temperatura foram registadas amplificações inespecíficas (arrastamentos), mas o resultado serviu 
para estimar a temperatura de emparelhamento mais apropriada. 
 
 
O resultado da amplificação com a temperatura selecionada a partir da análise de PCR de 
gradiente, mostra uma banda perto dos 2000pb, mais concretamente 1956pb, que 
corresponde ao tamanho esperado da fusão do promotor 35S, gene SAD e terminador 35S 
(Fig.8).  
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Figura 8. Estratégia de amplificação da cassete completa e Análise da amplificação da cassete, MM (1) e cassete amplificada 
(2) 
 
3.1.2. Clonagem das cassetes 
 
A cassete resultante com o tamanho pretendido foi então purificada e clonada no vector 
intermédio pJet1.2. Neste trabalho, a utilização de um vector intermédio, representado pelo 
pJet1.2, tem a vantagem de permitir a visualização da digestão do fragmento pretendido, 
uma vez que no gel de agarose é possível distinguir, facilmente, as bandas correspondentes 
ao vector e ao fragmento pretendido. Por outro lado, permite também verificar se os novos 
locais de restrição, introduzidos nos primers, estão a funcionar corretamente. Em todo o 
caso, este é um passo opcional, já que é possível proceder à digestão do fragmento 
diretamente purificado do gel. Este é, no entanto, um passo arriscado, visto que é obtida 
apenas uma banda, o que torna difícil confirmar se a digestão foi bem sucedida. Após a 
clonagem dos fragmentos em pJet1.2, estes foram independentemente utilizados para 
transformar E. coli. Ao proceder-se à transformação de E.coli com os vectores pJet1.2 ou 
pCambia1302, é possível a obtenção de falsos positivos nas colónias isoladas que crescem 
em meio seletivo, isto deve-se ao facto de ser possível a transformação de E. coli com o 
vector aberto ou ocorrer a recircularização do mesmo, originando colónias que contêm a 
resistência ao antibiótico de seleção, mas não o gene de interesse. Desta forma, antes de 
se colocar a bactéria a crescer em meio liquido, foi feita uma reação de PCR para cada 
colónia isolada. O DNA plasmídico extraído foi então utilizado numa reação de digestão na 
qual se utilizaram as enzimas previamente selecionadas. A digestão efectuada com as 
enzimas de restrição EcoRI e HindIII resultou em duas bandas em gel de agarose, uma com 
cerca de 3000pb e outra com cerca de 2000pb, a primeira correspondendo ao vector pJet1.2 
Promotor35S SAD Terminador35S EcoRI HindIII 
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digerido e a segunda banda correspondendo à cassete de SAD (Fig.9A). A outra digestão, 
efectuada com as enzimas SpeI e PmlI, resultou em duas bandas, uma com cerca de 
3000pb correspondente, novamente, ao vector pJet1.2 e a outra com cerca de 700pb 
correspondente ao gene DsRed2 (Fig.9B). Estes resultados mostram efectivamente que os 
novos locais de restrição nas cassetes funcionaram. 
 
  
Figura 9. Digestão de pJet1.2 contendo cassete de SAD (A) e DsRed2 (B) : MM (1), resultado da digestão com HindIII e EcoRI 
(A2) e resultado da digestão com SpeI e PmlI (B2) 
 
 
 
3.1.3. Transferência das cassetes do vector pJet1.2 para pCambia1302 
 
A transferência das cassetes de pJet1.2 obtidas a partir da digestão do vector para o 
pCambia1302 resultou com sucesso. O isolamento do DNA plasmidico resultante da 
transformação com as construções do vector recombinante resultou na obtenção de DNA de 
boa qualidade e em boa quantidade. Este serviu para a transformação de Agrobacterium 
tumefaciens que, ulteriormente, foi usado para os ensaios de transformação genética de 
Jatropha curcas. Após clonagem, a construção pCambiaDsRed2SAD foi analisada por 
digestão com as enzimas de restrição e por electroforese em gel de agarose conforme se 
pode observar-se na Fig.10. Da digestão com EcoRI e HindIII resultou uma banda com 
cerca de 2000pb, correspondente ao tamanho da cassete de SAD. A digestão com SpeI e 
PmlI resultou numa banda com cerca de 700pb, correspondente ao tamanho do gene 
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DsRed2. Em ambas as digestões regista-se o aparecimento de uma banda acima dos 
10000pb, correspondente ao vector pCambia1302 digerido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Ilustração do vector de transformação pCambia1302DsRed2SAD construído 
 
 
 
Figura 10. Digestão de pCambia1302 contendo 
35S:JSAD:35Spoly-A e DsRed2: MM (1), 
digestão com EcoRI e HindIII (2) e digestão com 
SpeI e PmlI (3) 
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3.2. Regeneração de plantas 
 
Em qualquer trabalho de transformação genética, uma das maiores limitações é a 
disponibilidade de material vegetal capaz de regenerar novas plantas de maneira 
reprodutível. Este requisito torna-se ainda mais importante quando se trabalha com plantas 
recalcitrantes à transformação, grupo este onde J. curcas se inclui. É portanto essencial ter 
sempre material disponível para transformar, de forma a aumentar a probabilidade de 
obtenção de uma planta transformada. A metodologia utilizada neste trabalho para o 
estabelecimento das culturas que serviram de fonte de explantes para transformação teve 
como objectivo minimizar contaminações e facilitar a excisão do embrião de modo a 
conseguir obter material nas melhores condições possíveis. As sementes utilizadas eram 
provenientes dos campos de Jatropha em Moçambique, de onde vinham com muitas 
contaminações. Tendo em conta este facto, a lavagem inicial das sementes é um passo 
importante que pretende retirar a maior parte destes contaminantes e, desta forma, reduzir 
uma boa parte das contaminações. Após esta fase, é importante que os tegumentos antes 
de serem retirados, fiquem totalmente secos, de modo a evitar danificação da amêndoa. Os 
tegumentos húmidos não partem com tanta facilidade, sendo necessário aplicar mais força 
de modo a conseguir parti-los e retirá-los, o que pode originar lesões na amêndoa que mais 
tarde se refletem na qualidade do embrião. Após a remoção do tegumento (Fig.12A), as 
sementes são colocadas dentro de água estéril (Fig.12B). Isto permite que as sementes 
fiquem embebidas. Este processo simples facilitou muito a ulterior abertura dos cotilédones  
e excisão do embrião (Fig.12C-D). O processo de desinfecção utilizado funciona bem na 
eliminação de fungos, não tendo sido registada nenhuma contaminação. No entanto, 
registaram-se algumas contaminações por bactérias, maioritariamente ao nível da raiz e que 
se propagavam pelo meio à medida que a raiz se ia desenvolvendo no mesmo. Este facto 
leva-nos a acreditar que as sementes tivessem uma contaminações endógenas. Sendo os 
embriões excisados diretamente de sementes, existe variabilidade genética entre os 
embriões que se manifesta num desenvolvimento não uniforme, o que conduz à 
necessidade de selecionar os melhores explantes a utilizar. Este facto associado com as 
contaminações bacterianas já mencionadas, reduzem o número de explantes em condições 
óptimas para serem utilizados nos trabalhos de transformação genética, constituindo um 
passo limitante do processo. 
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Figura 12. A- Sementes J. curcas com casca (esquerda) e sem casca (direita). B- Sementes sem tegumento mergulhadas em 
água estéril em tubo Falcon. C- Embriões excisados em placa de Petri. D- Semente antes da abertura dos cotilédones (direita) 
e embrião excisado (esquerda). E- Embriões em meio ¼ MS. F- Embriões em cultura em fotoperíodo. Barra A-E = 1cm, Barra 
F = 6cm. 
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3.3. Teste de sensibilidade do explante a antibióticos 
 
A seleção de transformantes é um passo fundamental em qualquer trabalho de 
transformação genética, pois esta permite separar os explantes putativamente 
transformados dos não transformados. Para tal, recorre-se a antibióticos ou herbicidas de 
seleção que são selecionados de acordo com a resistência que se encontra no vector de 
transformação, que é integrada nas células vegetais transformadas e permite aos 
transformantes resistir à ação do agente de seleção e continuar o seu desenvolvimento. A 
concentração do agente de seleção utilizada é um factor muito importante na fase de 
seleção de transformantes, uma vez que este terá de permitir eliminar os explantes não 
transformados e permitir a regeneração e desenvolvimento dos explantes transformados. 
Foi, para tal,  efectuado um teste de sensibilidade dos explantes utilizados nos trabalhos de 
transformação a dois antibióticos de seleção, de modo a verificar qual se adequava melhor 
ao trabalho a desenvolver. Assim, folhas cotiledonares foram danificadas com o auxilio de 
um bisturi estéril, colocadas em meio de indução de rebentos suplementado com diferentes 
concentrações de cada um dos antibióticos (0,5,10,15,20,25 e 50mg/l) e colocadas em 
fotoperíodo de 16 horas durante 4 semanas. No que diz respeito ao teste efectuado com 
higromicina, todas as concentrações utilizadas inibiram o desenvolvimento dos explantes, 
levando ao aparecimento de necroses e cloroses ao fim das 4 semanas de exposição 
(Fig.13F), situação não verificada no controlo (0mg/l), que ao fim de 4 semanas de 
desenvolvimento, apresentou formação de calli e regeneração de rebentos (Fig.13D). Em 
relação aos explantes sujeitos a canamicina, verificou-se que apenas as concentrações 
acima de 25mg/l levaram ao aparecimento de cloroses e à inibição do desenvolvimento de 
calli. Concentrações abaixo deste valor também apresentavam sinais de clorose, embora 
tenham permitido o aparecimento de calli e, em alguns casos, o desenvolvimento de 
rebentos (Fig.13B). O controlo (0mg/l) apresentou resultados semelhantes aos registados no 
controlo da higromicina. Estes resultados sugerem a higromicina como sendo um antibiótico 
de seleção mais fiável do que a canamicina para o caso concreto da seleção de 
transformantes putativos de Jatropha curcas, visto que não permite a formação de calli, 
mesmo nas concentrações mais baixas. O facto de o uso da canamicina, em algumas 
concentrações, permitir o aparecimento de calli e formação de rebentos, aponta para a 
possibilidade deste método de seleção permitir escapes à transformação e levar ao 
aparecimento de falsos positivos. Os resultados obtidos com a higromicina alertam, no 
entanto, para a possibilidade de uma toxicidade excessiva, que seja prejudicial aos tecidos 
putativamente transformados e que não permita a formação de calli. Estes resultados são 
suportados pelos trabalhos de Trivedi e colaboradores (2009), que relatam a toxicidade da 
higromicina em baixas concentrações (5mg/l) e consideram a higromicina como um bom 
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agente de seleção. Estes autores aplicam a pressão de seleção após a obtenção de callus 
(Trivedi et al., 2009), facto que poderá estar relacionado com a inibição da formação de 
callus pela ação da higromicina quando aplicada antes do inicio da calogénese. Os 
resultados por nós obtidos com a utilização de canamicina como agente de seleção de 
transformantes, não se encontram em linha com alguns trabalhos publicados. Segundo Pan 
e colaboradores (2010), o uso de canamicina, mesmo em baixas concentrações, inibe a 
formação de calli a partir de cotilédones, devendo ser adicionado ao meio de cultura após a 
obtenção de calli (Pan, Fu e Xu, 2010). Tendo em conta os resultados obtidos, a higromicina 
foi selecionada como agente de seleção de transformantes para os posteriores trabalhos de 
transformação genética. 
 
 
Figura 13. A-C Explantes em meio de indução com canamicina durante com 4 semanas. D-F Explantes em meio 
de indução com higromicina durante com 4 semanas. A- 0mg/l. B- 20mg/l, com formação de calli (setas pretas). 
C- 50mg/l. D- 0mg/l. E- 5mg/l. F- 50mg/l. Barra = 1cm 
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3.4. Transformação genética de Jatropha curcas 
 
3.4.1. Transformação e indução de calli 
 
Os trabalhos publicados em transformação genética de J. curcas via Agrobacterium 
tumefaciens referem protocolos de regeneração utilizando 4 meios diferentes, meio de 
indução de callus, meio de regeneração de rebentos, meio de alongamento e meio de 
indução de enraizamento. O protocolo utilizado neste trabalho para regeneração de J. 
curcas desenvolvido e optimizado neste laboratório, implica a utilização de 3 meios de 
cultura diferentes, o meio de indução de callus, meio de alongamento das plântulas e meio 
de enraizamento. A principal diferença consiste no meio de indução utilizado que permite a 
obtenção de callus e a subsequente formação de rebentos no mesmo meio. Este meio difere 
dos restantes trabalhos na combinação de BAP e TDZ em vez de BAP e IBA, combinação 
essa comummente utilizada em vários trabalhos de regeneração. O protocolo de 
transformação genética via Agrobacterium tumefaciens foi desenvolvido no laboratório com 
a finalidade de ser utilizado numa nova técnica de transformação genética em J. curcas. 
Este método foi aplicado em conjunto com o protocolo de regeneração de forma a averiguar 
a possibilidade de obter plantas transformadas a partir da regeneração de cotilédones. Os 
cotilédones foram escolhidos como explante a ser utilizado nos trabalhos de transformação 
por serem mais susceptiveis à infecção por Agrobacterium tumefaciens do que outras partes 
da planta, tais como, hipocótilos, pecíolos ou folhas. As folhas, ao sofrerem lesões, libertam 
grande quantidade de compostos fenólicos, o que dificulta a sua regeneração, fazendo 
destas um explante difícil de utilizar (N. Kumar et al., 2010). Após destaque, os cotilédones 
foram cortados em pedaçoes com cerca de 1cm de lado e mergulhados no meio de 
infiltração contendo Agrobacterium. Este passo permite o contacto e ligação da bactéria ao 
explante possibilitando a transformação das células. O corte dos explantes é requisito 
obrigatório em qualquer trabalho de transformação via Agrobacterium, visto que cria uma 
zona por onde a bactéria tem possibilidade de entrar e transferir o T-DNA para dentro das 
células, possibilitando a integração deste no genoma da célula vegetal. Após terem sido 
transferidos para meio de indução suplementado com antibióticos para eliminação de 
Agrobacterium (Fig.14A), verificou-se que, aproximadamente 90% dos explantes em meio 
de indução controlo, formaram calli ao fim de 3 semanas em cultura e que 20% dos 
explantes previamente expostos a Agrobacterium formaram calli ao fim de 5 semanas 
(Fig.14B). Esta fase mostrou ser bastante limitante. Alguns explantes sujeitos a meio de 
infiltração com  Agrobacterium tumefaciens formavam necroses no local do corte e nunca 
chegaram a formar calli. Noutros casos, registava-se o aparecimento de bactérias por baixo 
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do explante, o que obrigava a que este fosse colocado em meio fresco. No entanto, muitas 
vezes isto não era suficiente não sendo possível controlar a contaminação bacteriana. 
 
	  
Figura 14. A- Folhas cotiledonares em meio de cultura após co-cultura com Agrobacterium tumefaciens. B- Formação de calli 
nas folhas cotiledonares. Barra= 1cm. 
 
3.4.2. Indução de rebentos e alongamento 
 
Após o aparecimento de calli nos explantes expostos a Agrobacterium, estes foram 
colocados em meio de indução fresco suplementado com 5mg/l de higromicina de modo a 
exercer uma força seletiva sobre os calli putativamente transformados, mantendo a 
concentração de antibióticos para eliminação de Agrobacterium. A adição de higromicina ao 
meio de cultura foi efectuada após a obtenção de calli, dado que a toxicidade excessiva do 
antibiótico pode levar à inibição da formação de calli, estratégia semelhante à seguida por 
Trivedi e colaboradores (Trivedi et al., 2009). Ao fim de 4 semanas após a transferência de 
calli para meio de seleção, observou-se a formação de rebentos em algumas zonas do calli, 
apesar de a maior parte dos calli transferidos ter acastanhado acabando por morrer 
(Fig15A). Os rebentos que conseguiram crescer foram separados do restante calli com o 
auxilio de um bisturi estéril (Fig.15B)  e colocados em meio de alongamento suplementado 
com 5mg/l de higromicina de forma a manter a pressão de seleção, tendo a concentração 
dos antibióticos utilizados para controlar o Agrobacterium sido reduzida para metade. Os 
calli nos quais se formaram os rebentos foram colocados em meio de indução fresco, 
suplementado com antibiótico de seleção, o que permitiu a obtenção de mais rebentos. Os 
rebentos resistentes colocados em meio de alongamento, formaram mais folhas e 
alongaram o caule. Este processo decorreu durante 4 semanas, tendo-se verificado a morte 
das folhas desenvolvidas antes da transferência das plântulas para o meio de alongamento 
(Fig.15C). 
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  Figura	  15.	  A- Calli em meio de seleção com formação de rebentos. B- Rebento cortado e separado do calli. C- Rebentos em 
meio de alongamento. Barra= 1cm. 
 
3.4.3. Indução de raízes 
 
Após 4 semanas em meio de alongamento, as plântulas foram transferidos para meio de 
enraizamento onde a pressão seletiva e a concentração de antibióticos se mantiveram 
inalterados. Ao fim de 5 a 6 semanas, registou-se a formação de uma raiz. Esta fase do 
processo demonstrou ser bastante morosa, mas 90% das plantas em meio de enraizamento 
formaram raízes. A partir desse momento a raiz desenvolveu-se muito rapidamente (Fig.16), 
possibilitando à planta o acesso aos nutrientes presentes no meio, facto que levou a um 
aumento considerável da biomassa, com o alongamento do caule e formação de novas 
folhas. 
 
	  
Figura 16. Plântula em meio de enraizamento. Barra= 1cm. 
A B C 
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3.4.4. Aclimatação das plantas 
 
Cerca de 2 a 3 semanas após a formação da raiz, as plantas foram transferidas para 
aclimatação (Fig.17A). Este é um passo crucial em qualquer protocolo de regeneração, a 
planta é retirada de um ambiente controlado e colocada num ambiente próximo do natural. 
Nesta fase a qualidade das raízes mostrou constituir a principal limitação. Como foram 
desenvolvidas em agár, estas apresentavam-se bastante frágeis, sendo necessário muito 
cuidado ao retirar o agár que se encontrava agarrado às raízes e colocá-las rapidamente em 
terra. Nesta fase do trabalho, 17% das plantas colocadas em aclimatação conseguiram 
adaptar-se e desenvolver-se. Esta fase demonstrou ser uma fase bastante agressiva para 
as plantas. Porventura, a quantidade de água utilizada na rega das plantas após a 
transferência pode ter sido excessiva e ter causado o apodrecimento das raízes. Por outro 
lado, a aclimatação foi feita num ambiente não controlado, facto este que pode contribuir 
para a perda das plantas. O uso do saco de plástico para cobrir as plantas potencia a 
condensação da água que é perdida por evaporação e respiração e poderá reduzir a 
necessidade de regar as plantas após a transplantação. A transferência das plantas em 
aclimatação para terra levou a uma nova adaptação, tendo-se registado o aparecimento de 
novas folhas e a senescência das folhas mais velhas (Fig.17B). 
 
 
Figura 17. Plantas em processo de aclimatação. A– Planta transplantada de agár para terra e vermiculite. B- Planta 
transplantada para terra após 4 semanas. Barra= 7cm. 
 
No final, a utilização deste protocolo de transformação genética via Agrobacterium 
tumefaciens registou uma taxa de transformação de aproximadamente 2%. Esta taxa é 
bastante baixa quando comparada com as taxas registadas noutros trabalhos desenvolvidos 
em J. curcas. Li e colaboradores (2008) registaram um taxa de transformação de 13%, 
Trivedi e colaboradores (2009) uma taxa de 8% e nos trabalhos de Zong e colaboradores 
(2010), estes assumem uma taxa de 24%. J. curcas é uma planta recalcitrante à infecção 
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por Agrobacterium, devido ao látex que é secretado pelos tecidos após serem feridos. 
Comparativamente aos trabalhos referidos, a concentração de Agrobacterium utilizada neste 
protocolo é bastante superior, o que poderá justificar a baixa taxa de transformação obtida e 
o aparecimento de bastantes contaminações, mas o tempo disponível para a realização do 
trabalho não permitiu modificar alguns parâmetros que poderiam contribuir para o aumento 
da percentagem de transformação de Jatropha curcas. Uma concentração elevada de 
Agrobacterium não significa maior eficiência de transformação, tal como demonstraram os 
trabalhos de Kumar e colaboradores (2010) (N. Kumar et al., 2010). Esta poderá até ser 
prejudicial ao processo de infeção, conduzindo a taxas de transformação mais baixas, uma 
vez que o excesso de bactéria pode conduzir a alterações no pH do meio, dificultando a 
infeção pela bactéria (Trivedi et al., 2009). A qualidade do material utilizado como fonte de 
explantes também poderá justificar parte das contaminações obtidas. Como referido 
anteriormente, registaram-se bastantes contaminações nestas culturas, particularmente ao 
nível da raiz. O estabelecimento de culturas de plantas lenhosas in vitro é um processo 
muito dependente do genótipo, moroso e trabalhoso, mas garante a esterilidade do material 
inicial e dá mais segurança na realização do trabalho de transformação genética.  
 
3.5. Análise molecular de plantas putativamente transformadas 
 
Designam-se por plantas transgénicas, plantas que contenham no seu genoma genes 
“estranhos”, ou seja, genes que naturalmente não aparecem no genoma da planta e que são 
resultado da aplicação de técnicas de engenharia genética. Hoje em dia, com recurso a 
tecnologia de sequenciação, é possível dispor de genes de interesse isolados da mesma 
espécie, mas com fenótipo diferente, o que permite ampliar a gama de possibilidades de 
manipulação genética, tendo em vista a obtenção de características especificas. Para 
confirmar que os rebentos resistentes em meio de seleção eram de facto plantas 
transformadas, foi efectuada a extração de DNA cromossomal de folhas e utilizado numa 
reação de PCR de forma a amplificar um gene que naturalmente não está presente no 
genoma da planta. Foi definido que a reação teria como objectivo a amplificação do 
fragmento constituído pelo gene DsRed2 e pelo terminador 35S poly(A), dois genes que 
naturalmente não estão presentes no genoma de J. curcas. O fragmento em questão teria 
um tamanho final de aproximadamente 900pb. Os resultados desta análise mostram 
amplificação de fragmentos com aproximadamente 900pb nas amplificações efectuadas 
com DNA cromossomal de plantas putativamente transformadas e nenhum fragmento nas 
amplificações efectuadas com DNA cromossomal de planta controlo (Fig.18A). Foi também 
realizada amplificação do mesmo fragmento, utilizando o DNA plasmidico contendo a 
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cassete de DsRed2, como controlo positivo da amplificação, esta mostrou a amplificação de 
um fragmento com cerca de 900pb (Fig.18B). Estes resultados indicam que as plantas 
analisadas contêm genes exógenos à espécie Jatropha curcas integrados no seu genoma e 
como tal, mostra que as mesmas constituem plantas putativamente transformadas. 
 
 
 
Figura 18. A- Análise de plantas putativamente transformadas. (1) MM, (2) Controlo negativo (DNA genómico de planta 
controlo), (3-7) plantas putativamente transformadas. B- Análise do controlo positivo. (1) MM, (2) Controlo positivo (DNA 
plasmidico) 
 
3.6. Análise da expressão da proteína DsRed2 por microscopia de fluorescência 
 
A análise efectuada por PCR às plantas putativamente transformadas, demonstra a 
integração das cassetes no genoma da planta, mas não demonstra a sua expressão e 
atividade. Por isso, tornou-se indispensável a análise, por microscopia de fluorescência da 
expressão da proteína DsRed2 nos tecidos foliares das plantas transformadas. Os filtros de 
excitação e de emissão disponíveis para a análise de fluorescência da proteína DsRed2 não 
eram os ideais para a detecção do mesmo, o que dificultou a visualização e não possibilitou 
uma detecção óptima da fluorescência. Os filtros utilizados permitiram a detecção da 
autofluorescência da clorofila, cujo comprimento de onda de emissão se situa no vermelho. 
Por outro lado, com os mesmos filtros, a fluorescência da proteína DsRed2 situa-se num 
comprimento de onda próximo do cor-de-laranja. Os resultados obtidos mostram uma 
diferença na fluorescência emitida por cada um dos tecidos (Fig.19). Tendo em conta a 
informação referida somos levados a pensar que a diferença registada entre a fluorescência 
do material putativamente transformado e o controlo se deve à expressão do gene DsRed2. 
No entanto, a fluorescência emitida pela planta transformada não deve ser exclusivamente 
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devida à expressão do gene DsRed2 uma vez que não foi possível bloquear o sinal de 
fluorescência emitido pela clorofila. Por outro lado, a inexistência de trabalhos que abordem 
a autofluorescência em J. curcas impossibilita a comparação dos resultados obtidos e 
dificulta muito a discussão dos mesmos, não sendo possível afirmar com certeza as razões 
para a diferença de fluorescência. Para uma melhor análise dos tecidos transformados seria 
necessário a utilização de outros aparelhos equipados com filtros específicos para a 
proteína DsRed2, tais como os utilizados em outros trabalhos (Nishizawa, Kita, Kitayama e 
Ishimoto, 2006). 
 
 
Figura 19. Análise por microscopia de fluorescência, da expressão do gene DsRed2 em tecidos putativamente transformados 
de J. curcas. Tecido controlo (A) e tecido transformado (B).  
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4. Conclusões e perspectivas futuras 
 
O trabalho desenvolvido teve como principal objectivo a obtenção de uma planta transgénica 
de Jatropha curcas a partir da aplicação de um protocolo de transformação genética via 
Agrobacterium tumefaciens. A análise molecular realizada nas plantas putativamente 
transformadas, confirmam a presença de genes que naturalmente não estão contidos no 
genoma da planta, mas não confirmam a sua expressão. A análise realizada para confirmar 
a sua expressão teve alguns constrangimentos, o que não possibilitou uma análise e 
conclusão inequívoca dos resultados. Em todo o caso, o objectivo do trabalho consistia na 
obtenção de uma planta transgénica, objectivo esse que foi alcançado com uma taxa de 
transformação de aproximadamente 2%. 
O protocolo de transformação mostrou-se de difícil aplicação, tendo sido encontradas 
dificuldades em algumas etapas. O uso de sementes no estabelecimento das culturas que 
serviram de fonte de explantes aos trabalhos, mostrou ser um passo limitante no processo, 
foram registadas bastantes contaminações ao nível das raízes destas culturas, o que poderá 
justificar parte das contaminações verificadas ao longo dos trabalhos de transformação. 
Apesar da manutenção da viabilidade, as sementes degradam-se com o tempo e é 
necessário ter grande atenção às condições de armazenamento em que estas são 
colocadas após a sua apanha e antes da sua utilização. A utilização de plantas 
estabelecidas in vitro, é um processo moroso e trabalhoso de realizar e manter, mas garante 
a esterilidade do material utilizado. Este poderá ser um caminho a adoptar caso, no futuro, o 
problema se mantenha. O protocolo de regeneração aplicado mostrou ser bastante eficiente 
nas plantas controlo, mas quando o A. tumefaciens foi adicionado a eficiência de 
regeneração baixou drasticamente e o tempo que os tecidos levaram a reagir aumentou. A 
concentração de bactéria utilizada pode ter sido excessiva e contribuído para o elevado 
número de contaminações registadas. De forma a aumentar a sua eficiência, o protocolo 
necessita de ser optimizado, sendo importante identificar os parâmetros que, ao longo do 
processo, são mais relevantes e que constituem passos limitantes de modo a conseguir ter, 
no final, um protocolo eficiente e fácil de aplicar. Em todo o caso, foi possível obter plantas 
transformadas, o que representa o estabelecimento de uma importante ferramenta de base, 
passível de ser optimizada e aplicada em estudos futuros. Devido aos problemas já 
descritos, encontrados ao longo deste trabalho e ao tempo disponível para a realização do 
mesmo, não foi possível averiguar se a sobrexpressão do gene SAD se traduz num 
aumento da expressão da enzima e caso assim seja, se o aumento da expressão conduz à 
alteração da composição dos ácidos gordos que compõem o óleo. Este será um trabalho a 
realizar no futuro através da aplicação de técnicas de qRT-PCR e análise dos óleos 
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presentes nas folhas por GC-MS, de forma a comparar a expressão do gene e a 
composição dos óleos em plantas controlo e plantas transformadas. A aplicação de 
estratégias de silenciamento de genes envolvidos na via metabólica de síntese dos ácidos 
gordos, poderá ser outra abordagem a adoptar afim de estudar esta via de síntese. O 
silenciamento de genes permite estudar o papel das enzimas envolvidas na via e perceber 
de que forma a sua manipulação afecta a composição dos óleos vegetais produzidos. Esta 
estratégia já foi utilizada com sucesso noutros trabalhos, particularmente em trabalhos com 
plantas economicamente importantes como é o caso do amendoim (Yin, Deng, Zhan e Cui, 
2007), algodão (Liu et al., 2002) e soja (Flores et al., 2008; Kinney e Clemente, 2005). 
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6. Anexos 
 
Nota: Todos os meios de cultura foram esterilizados por autoclavagem a 121ºC e 1atm 
durante 15 minutos antes da sua utilização. A acetoseringona (AS), cloreto de magnésio 
(MgCl2) e MES foram esterilizados por filtração em bancada de fluxo laminar com filtros de 
0.2µm. 
 
Anexo 1 – Meio de germinação de embriões 
 
O meio de germinação de embriões consistiu em ¼ de meio MS ½ macro e micronutrientes, 
0.8% agár e pH ajustado a 5.8. 
 
Anexo 2 – Meio de Indução 
 
O meio de indução consistiu em meio MS com vitaminas suplementado com 2mg/l de 6-
benzilaminopurina (BAP), 0.5mg/l de thidiazuron (TDZ), 3% de sacarose, 0,8% de agár e pH 
ajustado a 5.8. 
 
Anexo 3 – Meio de Alongamento 
 
O meio de alongamento consistiu em meio MS com vitaminas suplementado com 1mg/l de 
BAP, 0.5mg/l de KIN, 0.25mg/l de ácido 3-indol acético (IAA), 0.25mg/l de ácido giberélico 
(GA3), 3% de sacarose, 8g/l de agár e pH ajustado a 5.8. 
 
Anexo 4 – Meio de Enraizamento 
 
O meio de enraizamento consistiu em meio MS com vitaminas suplementado com 0.1mg/l 
de ácido 3-indol butirico (IBA), 3% de sacarose, 8g/l de agár e pH ajustado a 5.8. 
 
Anexo 5 – Meio de cultura YEB 
 
O meio YEB é constituído por 5g/l de sacarose, 5g/l de peptona, 5g/l de extrato de carne, 
1g/l de extrato de levedura, 0.49g/l de Sulfato de Magnésio (MgSO4), 15g/l de agár e pH 
ajustado a 7.2. 
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Anexo 6 – Meio de indução de Agrobacterium tumefaciens 
 
O meio de indução de A. tumefaciens é constituído por meio YEB suplementado com 20µM 
de acetoseringona (AS) e 10mM de MES. 
 
Anexo 7 – Meio de infiltração de Agrobacterium tumefaciens 
 
O meio de infiltração de Agrobacterium tumefaciens é constituído por 10mM de Cloreto de 
Magnésio (MgCl2), 10mM de MES e 200µM de AS. 
 
 
